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摘   要：为应对治疗性抗体快速增长的市场需求，抗体上游细胞培养规模和表达量水平已显著提

高，而下游纯化工艺的生产效率则相对落后，下游处理能力已成为限制抗体产能的瓶颈。本研究以

单克隆抗体 mab-X 为实验材料，优化了细胞培养液、低 pH 病毒灭活收集液 2 种模式的正辛酸

(caprylic acid, CA)沉淀工艺条件，并研究了 CA 处理去除聚体、CA 处理灭活病毒等 2 种应用，在小

试的基础上，采用低 pH 病毒灭活收集液 CA 沉淀的模式进行了 500 L 细胞培养规模生产放大研究，

对沉淀前后的产品质量和收率进行了检测和对比。结果显示，两种模式的 CA 沉淀均可显著降低宿

主细胞蛋白(host cell protein, HCP)残留和聚体含量，在聚体去除实验中 CA 沉淀可去除约 15%的聚

体，病毒灭活研究显示 CA 对逆转录模型病毒具有完全的病毒灭活能力。在放大生产规模中，下游

依次进行了深层过滤收获、亲和层析、低 pH 病毒灭活、CA 沉淀及深层过滤、阳离子交换层析，

CA 沉淀过程中混合时间和搅拌速度显著影响 CA 沉淀效果，CA 沉淀处理后低 pH 病毒灭活液中的

HCP 残留量降低了 895 倍，沉淀后产品纯度和 HCP 残留均已控制在单克隆抗体质量要求范围内，

CA 沉淀可以减少传统纯化工艺中的一个精纯步骤。总之，下游工艺中采用 CA 沉淀，能够精简传

统纯化工艺，并完全满足 mab-X 的纯化质量要求，而且能提高生产效率、降低生产成本。本研究

结果将推动 CA 沉淀在单克隆抗体下游纯化生产中的应用，为解决目前传统纯化工艺的问题提供

参考。 
关键词：工艺放大；宿主细胞蛋白残留；聚体；病毒灭活；Triton X-100 替换 

 

·医药生物技术· 



 
ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  生物工程学报  Chin J Biotech 
 
 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

3758 

Optimization and application of caprylic acid precipitation in 
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Abstract: In response to the market demand for therapeutic antibodies, the upstream cell culture 
scale and expression titer of antibodies have been significantly improved, while the production 
efficiency of downstream purification process is relatively fall behind, and the downstream 
processing capacity has become a bottleneck limiting antibody production throughput. Using 
monoclonal antibody mab-X as experimental material, we optimized the caprylic acid (CA) 
precipitation process conditions of cell culture fluid and low pH virus inactivation pool, and 
studied two applications of using CA treatment to remove aggregates and to inactivate virus. 
Based on the lab scale study, we carried out a 500 L scale-up study, where CA was added to the 
low pH virus inactivation pool for precipitation, and the product quality and yield before and 
after precipitation were detected and compared. We found that CA precipitation significantly 
reduced HCP residuals and aggregates both before and after protein A affinity chromatography. 
In the aggregate spike study, CA precipitation removed about 15% of the aggregates. A virus 
reduction study showed complete clearance of a model retrovirus during CA precipitation of 
protein A purified antibody. In the scale-up study, the depth filtration harvesting, affinity 
chromatography, low pH virus inactivation, CA precipitation and depth filtration, and cation 
exchange chromatography successively carried out. The mixing time and stirring speed in the 
CA precipitation process significantly affected the CA precipitation effect. After CA 
precipitation, the HCP residue in the low pH virus inactivation solution decreased 895 times. 
After precipitation, the product purity and HCP residual meet the quality criteria of monoclonal 
antibodies. CA precipitation can reduce the chromatography step in the conventional 
purification process. In conclusion, CA precipitation in the downstream process can simplify the 
conventional purification process, fully meet the purification quality criterion of mab-X, and 
improve production efficiency and reduce production costs. The results of this study may 
promote the application of CA precipitation in the purification of monoclonal antibodies, and 
provide a reference for solving the bottleneck of the current purification process. 
Keywords: scale-up; residual host cell protein; aggregates; virus inactivation; Triton X-100 
replacement 

 
单克隆抗体(简称单抗)药物是发展最为迅

速的生物药，在我国已有几十款单抗药物被纳

入医保[1-2]。目前，单抗的生产规模可达每年数

百公斤原料药。单抗的生产需要对产能进行大

量投资，控制成本、提高产能、绿色低碳是药

品生产工艺的发展方向和必然要求。 
在过去的几十年，单抗生产上游工艺的蛋白表

达水平及生产规模都有了突破性的进展。抗体表达
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水平从 0.5 g/L 以下上升到了 10–15 g/L，甚至更

高。在反应器规模上，从单反应器体积 500 L 以下

上升到了 1 000–100 000 L。细胞培养技术显著提

高，单抗的产量提高了 10 倍，然而下游工艺的生

产效率仍然落后，纯化环节的处理能力成为限制产

能的瓶颈，主要生产成本也转移到了下游[3-4]。 
传统单抗下游纯化生产工艺过程包括深层过

滤收获、亲和层析捕获、低 pH 病毒灭活、深层过

滤、阴离子交换层析、阳离子交换层析、除病毒过

滤和超滤等。单抗的纯化质量主要取决于 3 个层析

步骤：蛋白A 亲和层析和阴、阳离子交换 2 个精纯

步骤[5]。传统工艺存在 3 方面的问题：一是生产能

力通量较低，设备设施适应性差；二是单克隆抗体

蛋白表达水平提高及生产规模的扩大，要求下游

纯化工艺采用更大的层析柱和缓冲液储液罐，制

药企业面临更大规模生产厂房的工程设计难题和

更多的资金投入；三是下游纯化成本高。提高处

理能力和控制成本是下游纯化亟需解决的问题。 
正辛酸(caprylic acid, CA)是一种含有 8 个碳原

子的短链饱和脂肪酸，也称为羊脂酸。将CA用于

沉淀蛋白质的研究可以追溯到约 50 年前。最初，

CA 的应用仅限于在低 pH 值下从哺乳动物血清中

分离有价值的蛋白质，例如免疫球蛋白，该方法

是血浆分离的标准方法[6]。近 10 年来，有研究将

CA 沉淀用于中国仓鼠卵巢(Chinese hamster ovaries, 
CHO)细胞培养的单克隆抗体的纯化 [7-10]。据报

道，CA 也是灭活包膜病毒的有效试剂[11-13]。但

是，CA 沉淀目前主要仅限于实验室小规模技术研

究和理论探讨，缺乏大规模应用的相关研究。 
本研究以代号为 mab-X 的单克隆抗体为研

究对象，研究 CA 沉淀在单克隆抗体下游纯化

药物生产中的应用，优化 CA 沉淀的条件，并

研究 CA 沉淀用于中试规模 mab-X 的纯化程度

及工艺稳定性，探讨该方法在抗体制药工业中

应用的可行性及优势，推动 CA 沉淀在单克隆

抗体下游纯化生产中的应用，为解决目前传统

纯化工艺的问题提供参考。 

1  材料与方法 
1.1  材料 

单克隆抗体 mab-X 是信达生物(苏州)有限

公司的基因工程 CHO 细胞生产的某单克隆抗

体。CA 购自 Merck。深层过滤膜 MD0HC 和

MX0HC 购 自 Millipore 。 亲 和 层 析 填 料

MabSelectTM SuRe Protein A 购 自 GE 
Healthcare。Vantage 层析柱(内径 1.1 cm)购自

Millipore 。 POROS 0.5 mL 蛋白 G 柱购自

Applied Biosystems 。 阳 离 子 交 换 层 析 填 料

Fractogel EMD SO3
– (M) 购 自 Merck 。

G3000SWxl 柱购自 Tosoh Bioscience 。 CHO 
HCP 第三代试剂盒购自 Cygnus Technologies。
Tris 购自 ANGUS Chemical Company，氯化钠购

自江苏省勤奋药业有限公司，柠檬酸及柠檬酸

钠购自湖南尔康制药股份有限公司，氢氧化钠

购自四川金山制药有限公司。 
1.2  仪器和设备 

ÄKTATM Pure 150 及 Avant 150 系统购自

GE Healthcare，用于实验室规模的层析样品制

备。ÄKTATM Process 系统、BPG300 层析柱、

BPG140 层析柱购自 GE Healthcare 用于中试和

生产规模的层析样品制备。HPLC 2690 分离模

块与Waters 2487 Dual吸光度检测器购自Waters，
二者结合进行高效液相色谱 (high performance 
liquid chromatography, HPLC) 分析。 NanoDrop 
2000 购自 Thermo Scientific，用于紫外吸光度测

定。TDZ5-WS 台式离心机购自湖南湘仪实验室

仪器开发有限公司，用于细胞培养液的离心。 

1.3  实验方法 
1.3.1  细胞培养液的 CA 沉淀 

细胞培养液的 CA 沉淀 DoE 实验设计如表 1
所示。 
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用 2 mol/L 柠檬酸将细胞培养液(含细胞)滴
定至实验 pH 值(4.7、5.1 或 5.5)，然后加入

0.2%–0.8% (体积分数)的 CA 开始沉淀，并通过

pH 调节保持 pH 值。在环境温度下以 200 r/min
磁力搅拌混合物 30–90 min，然后用 2 mol/L Tris
溶液滴定至 pH 7.0。8 000 r/min 离心 10 min 去

除沉淀物，然后通过 0.2 μm 过滤器过滤，收集过

滤液。具体实验设计见表2。以未加CA沉淀的细

胞培养液过滤液为对照(control check, CK)。 
1.3.2  低 pH 病毒灭活收集液 CA 沉淀 

低 pH 病毒灭活收集液 CA 沉淀，针对 pH
和 CA 浓度的实验设计如表 3 所示。 
表 1  细胞培养液 CA 沉淀参数设置 
Table 1  Setting of CA precipitation parameters of 
cell culture fluid 
Level CA concentration (%) pH Time (min) 
Low 0.2 4.7 30 
Mid 0.5 5.1 60 
High 0.8 5.5 90 
 
 

表 2  细胞培养液 CA 沉淀完全析因实验设计 
Table 2  Full factorial design of CA precipitation in 
cell culture fluid 
No. CA concentration (%) pH Time (min) 
1 0.5 5.1 60 
2 0.8 5.5 90 
3 0.5 5.1 60 
4 0.2 4.7 30 
5 0.8 4.7 90 
6 0.8 4.7 30 
7 0.2 4.7 90 
8 0.8 5.5 30 
9 0.2 5.5 90 
10 0.2 5.5 30 
 

表 3  低 pH 病毒灭活收集液 CA 沉淀参数设置 
Table 3  Setting of CA precipitation parameters of 
low pH virus inactivation pool 
Level CA concentration (%) pH 
Low 0.10 4.5 
Mid 0.15 4.9 
High 0.20 5.3 

蛋白 A亲和层析收集液样品在低 pH值下孵

育，然后用 20 mmol/L 柠檬酸-柠檬酸钠(pH 5.0)

将蛋白质浓度稀释到 5 mg/mL 以下，并将 pH 值

调整到 4.5–5.3 之间。通过加入 0.10%–0.20% 

(体积分数)的 CA 开始沉淀，并通过 pH 调节保

持 pH。在环境温度下以 200 r/min磁力搅拌混合

物 90 min。通过 0.2 μm 过滤器过滤除去沉淀

物。根据工艺收率和产品质量选择最佳 pH 值和

CA 浓度条件。具体实验设计见表 4。以未加

CA 沉淀的低 pH 病毒灭活后的过滤液为对照。 
1.3.3  CA 处理去除聚体研究 

细胞培养液通过MD0HC和MX0HC两级串联

的深层过滤，收集过滤液，然后进行蛋白 A 亲和

层析，将蛋白 A 亲和层析纯化收集的单克隆抗体

在 pH 3.2、27 °C 条件下孵育 140 min 制备聚体。 

在上述方法制备的含聚体的单克隆抗体溶液

中加入 0.16% CA，并调整溶液 pH 至 5.0，     

400 r/min 搅拌 90 min，进行 CA 沉淀和吸附深层

过滤，对滤液进行高效液相分子排阻色谱法(size 
exclusion chromatograpghy high performance 
liquid chromatography, SEC-HPLC)纯度分析。 
 

表4  低pH病毒灭活收集液CA沉淀响应面实验设计 
Table 4  Response surface methodology of CA 
precipitation in low pH virus inactivation pool 
No. Mode CA concentration (%) pH 
1 00 0.15 4.9 
2 +− 0.20 4.5 
3 0a 0.15 4.5 
4 −+ 0.10 5.3 
5 −− 0.10 4.5 
6 00 0.15 4.9 
7 00 0.15 4.9 
8 ++ 0.20 5.3 
9 A0 0.20 4.9 
10 a0 0.10 4.9 
11 0A 0.15 5.3 
−: Indicates low value; +: Indicates high value; 0: Indicates 
midrange (center) value; a: Indicates low axial value; A: 
Indicates high axial value. 
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1.3.4  CA 处理灭活病毒研究 
病毒去除研究在苏州药明检测检验有限责

任公司检测，以评估 CA 的病毒灭活能力。病

毒灭活条件：低 pH 病毒灭活收集液蛋白浓度  
4 g/L，pH 5.2，CA 浓度 0.16%。异嗜性小鼠白

血 病 病 毒 (xenotropic murine leukemia virus, 
X-MuLV)和伪狂犬病毒(pseudorabies virus, PRV)
在添加CA之前加入。将混合物在(18.0±1) °C下

孵育，并使用混悬仪进行间歇性的振荡混合。

在 15、30、60 和 90 min 取样确定 90 min 内病

毒灭活的动力学。在每个时间点将样品稀释至无

毒和无干扰作用水平，中和至 pH 值 6.5–7.5，用

0.45 μm 过滤器过滤，并使用噬菌斑形成单位

(plaque forming unit, PFU)方法检测感染性病毒。 
1.3.5  中试放大 

工艺放大前先研究了搅拌转速和混合时间

对 CA 沉淀的影响，实验样品为低 pH 病毒灭活

收集液，在搅拌转速研究中，CA 添加量为

0.16%，在环境温度下搅拌 90 min，研究搅拌转

速的影响，在混合时间研究中，CA 添加量为

0.16%，在环境温度下以 400 r/min 转速搅拌，

研究混合时间的影响，沉淀物均通过 MX0HC
深层过滤除去。 

在工艺放大时，细胞培养反应器规模 500 L，
下游生产流程为：深层过滤收获，亲和层析，

低 pH 病毒灭活，CA 沉淀及深层过滤，阳离子

交换层析。 
蛋白 A 亲和层析在 BPG300 柱上进行。层

析柱平衡后以<35 g/L 的载量上样，单克隆抗体

用 100 mmol/L 柠檬酸-柠檬酸钠(pH 3.6)洗脱。 
亲和洗脱液用 2 mol/L 柠檬酸调节 pH 至

3.5，进行低 pH 病毒灭活，孵育 60 min 后，用  
2 mol/L Tris 中和至 pH 5.0。 

CA 添加量为 0.16%，搅拌时间 90 min，搅

拌转速 60 r/min，温度为室温，沉淀物通过

MX0HC 深层过滤去除。 
阳离子交换层析在 BPG140 柱上进行。层

析柱平衡后以<40 g/L 的载量上样，以线性梯度

的方式洗脱。 
1.3.6  检测方法 

检测用样品制备：纯化前用于检测的样品

先通过蛋白 A 亲和层析在 1.1 cm×10 cm 柱上制

备，收集洗脱液，用 2 mol/L Tris 中和。 
使用 POROS 0.5 mL 蛋白 G 柱测定细胞培

养液中的蛋白浓度，使用 NanoDrop 2000 通过

280 nm 处的吸光度测定纯化后的蛋白浓度，计

算单克隆抗体收率。 
单体和聚体含量 SEC 分析利用 G3000SWxl

柱在 HPLC 2695 分离模块和 Waters 2487 Dual l
吸光度仪上进行分析。以 0.5 mL/min 的流速运

行，使用 20 mmol/L 磷酸钠+200 mmol/L 氯化钠

(pH 7.0)作为流动相，进样 100 μg 样品。 
宿主细胞蛋白(host cell protein, HCP)含量

通过 Cygnus Technologies 的 CHO HCP 第三代试

剂 盒 ， 酶 联 免 疫 吸 附 法 (enzyme linked 
immunosorbent assay, ELISA)测定。 

2  结果与分析 
2.1  CA 沉淀的工艺优化 

基于前期研究发现，CA 沉淀可以用于蛋白

A 亲和层析前或在蛋白 A 亲和层析之后。本研

究分别开展了蛋白 A 亲和层析前后的 CA 沉淀

研究，分别将 CA 添加到细胞培养液和低 pH 病

毒灭活收集液中沉淀杂质，分别进行工艺优

化，并对细胞培养液中的 CA 沉淀与低 pH 病毒

灭活收集液的 CA 沉淀结果进行了比较，最终选

择 CA 沉淀在单抗下游工艺中的最佳工艺阶段。 
2.1.1  细胞培养液的 CA 沉淀 

pH、处理时间和 CA 浓度是影响细胞培养

液 CA 沉淀的关键工艺参数，为了开发稳健的



 
ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  生物工程学报  Chin J Biotech 
 
 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

3762 

CA 沉淀工艺，进行了实验设计 (design of 
experiments, DoE)实验，并以单抗收率、CA 沉

淀后的 HCP 残留、蛋白 A 亲和层析收集液 HCP
残留、SEC-HPLC 纯度为评价指标，结果见  
表 5。细胞培养液 CA 沉淀模型方差分析见   
表 6。细胞培养液 CA 沉淀因子响应值见表 7。
细胞培养液 CA 沉淀预测刻画器见图 1。参数设

计空间见图 2。 
如表 5 所示，各实验组之间存在显著差

异。以细胞培养液未经 CA 沉淀作为对照，经

不同条件 CA沉淀之后，收率在 82%−100%之间

波动，说明 CA 沉淀条件对收率有显著影响。

HCP 残留在 263 215.3−511 027.3 ng/mg 之间波

动，蛋白 A 层析收集液 HCP 残留在 1 484.1−   
7 834.9 ng/mg 之间波动，蛋白 A 层析收集液

SEC-HPLC 在 95.1%−98.0%之间波动，相较于

未经 CA 沉淀均有提升，说明 CA 沉淀条件对单

抗杂质残留及纯度有显著影响。 
采用 JMP 软件对收率、HCP 残留和蛋白 A

层析收集液 SEC-HPLC 纯度、CA 沉淀后 HCP
残留建立模型。表 6 方差分析结果显示方差显

著，均方根误差(root mean square error, RMSE)
较小，R2和调整R2大于 0.7，表明模型显著，能

够用于分析参数影响和预测实验结果。表 7 数

据分析和图 1 表明，CA 浓度对抗体收率、CA
沉 淀 后 HCP 残 留 、 蛋 白 A 层 析 收 集 液

SEC-HPLC 纯度、蛋白 A 层析收集液 HCP 残留

影响显著。pH 主效应仅对抗体收率有显著影

响，但 pH 与 CA 浓度的交互效应对抗体收率、

CA 沉淀后 HCP 残留及蛋白 A 层析收集液 HCP
残留均有显著影响。时间对收率影响显著，随

着 CA 处理时间的延长收率下降。 
 
表 5  细胞培养液 CA 沉淀实验结果 
Table 5  CA precipitation test results of cell culture fluid 
No. Antibody yield (%) CA precipitated HCP (ng/mg) Post protein A HCP (ng/mg) Post protein A SEC-HPLC (%) 

1 89 353 398.8 2 346.6 97.3 
2 82 263 215.3 1 484.1 98.0 
3 87 349 224.4 2 886.0 97.3 
4 93 402 167.5 4 933.8 95.9 
5 82 318 333.9 3 652.9 97.6 
6 83 376 512.9 3 266.5 97.0 
7 90 404 617.3 2 704.2 97.0 
8 87 321 778.5 3 091.6 96.8 
9 98 488 726.3 7 021.6 95.3 
10 100 511 027.3 7 834.9 95.1 
CK 100 529 265.9 18 252.3 93.5 
 
表 6  细胞培养液 CA 沉淀模型方差分析 
Table 6  Model ANOVA analysis of CA precipitation in cell culture fluid 
Response RMSE ANOVA R2 Adjust R2 

Antibody yield 1.0 0.000 4 0.97 0.95 
CA precipitated HCP 25 449.0 0.003 2 0.94 0.89 
Post protein A HCP 1 124.2 0.034 5 0.83 0.70 
Post protein A SEC-HPLC 0.5 0.020 3 0.87 0.76 
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表 7  细胞培养液 CA 沉淀因子响应值 
Table 7  Factor response of CA precipitation in cell culture fluid 
Factor P value 

Antibody yield CA precipitated HCP Post protein A SEC-HPLC Post protein A HCP 
CA concentration <0.000 1* 0.000 7* 0.006 3* 0.018 1* 
pH 0.004 5* 0.300 4 0.148 7 0.185 8 
Time 0.036 4* 0.116 2 0.069 8 0.237 6 
pH*CA concentration 0.036 4* 0.008 4* 0.101 6 0.029 9* 
*: Indicates that the factor is significant. 
 

 
 

图 1  细胞培养液 CA 沉淀预测刻画器 
Figure 1  Prediction profiler of CA precipitation in cell culture fluid. Antibody yield, CA precipitated HCP 
level, percent monomer in SEC, and post protein A HCP level were analyzed as a function of CA concentration, 
pH and time. The blue lines represent the confidence intervals of prediction profiles. 
 

综 合 考 虑 单 抗 收 率 、 HCP 残 留 和

SEC-HPLC 纯度，优化细胞培养液沉淀参数，

得优化的设计空间如图 2 所示。在图示橙色矩

形区域内，细胞培养液 CA 沉淀在 pH 4.8±0.1 条

件下使用 0.2%–0.3% CA混合 80–90 min，CA沉

淀后 HCP 残留≤420 000 ng/mg，收率≥88%，蛋

白 A 层析收集液 SEC-HPLC 纯度≥96.5%，蛋白

A 层析收集液 HCP 残留≤4 000 ng/mg，对照组

SEC-HPLC 纯度为 93.5%，蛋白 A 收集液 HCP
残留为 18 252.3 ng/mg，与对照组结果相比，在

细胞培养液中进行 CA 沉淀蛋白 A 层析收集液

的质量有明显的提升。 
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图 2  细胞培养液 CA 沉淀等高线图 
Figure 2  Contour plot of CA precipitation in cell culture fluid. Contour plot at 80 minutes showing the 
operational range in terms of pH and CA concentration. The orange box indicates the current limits of the 
normal operating range (NOR) used in manufacturing for routine processing. 
 
2.1.2  低 pH 病毒灭活收集液的 CA 沉淀 

pH 和 CA 浓度是低 pH 病毒灭活收集液 CA

沉淀工艺的关键控制参数，为了开发稳健的低

pH 病毒灭活收集液的 CA 沉淀工艺，进行了

DoE 实验，并以 HCP 残留、SEC-HPLC 纯度以

及产品收率为评价指标，结果见表 8。模型方

差分析见表 9。因子响应值见表 10。预测刻画

器见图 3。参数设计空间见图 4。 

如表 8 所示，实验组之间存在显著差异。以未

经 CA 沉淀作为对照，经不同条件 CA 沉淀之后，

收率在 74%−101%之间波动，SEC-HPLC 纯度   

在 94.8%−98.0%，HCP 残留在 132.6−4 376.3 ng/mg

之间波动，相较于对照组均有提升，说明 CA

沉淀条件对收率和单抗纯度均有显著影响。 

表 9 方差分析结果表明，收率、HCP 残留

和 SEC-HPLC 纯度模型能够用于分析参数影响

和预测实验结果。表 10 数据分析和图 3 表明，

pH 和 CA 浓度都会影响 SEC-HPLC 纯度和 HCP

残留。随着 pH 值降低和 CA 浓度增加，HCP 残

留降低、SEC-HPLC 纯度提高，但相反地，抗

体收率降低。 
 

表 8  低 pH 病毒灭活收集液 CA 沉淀实验结果 
Table 8  CA precipitation test results of low pH 
virus inactivation pool 
No. Yield (%) SEC-HPLC (%) HCP (ng/mg) 

1 82 96.0 652.9 

2 74 98.0 132.6 

3 82 97.4 199.9 

4 89 95.8 3 961.0 

5 94 95.3 1 863.1 

6 89 96.8 916.5 

7 86 96.1 838.3 

8 86 95.6 1 150.7 

9 82 97.1 261.0 

10 101 94.8 4 376.3 

11 91 96.2 1 351.4 

CK N/A 95.4 6 297.4 

 
NOR 
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表 9  低 pH 病毒灭活收集液 CA 沉淀模型方差分析 
Table 9  Model ANOVA analysis of CA 
precipitation in low pH virus inactivation pool 
Response RMSE ANOVA R square Adjust R square 
Yield 4.0 0.010 2 0.79 0.71 
SEC-HPLC 0.4 0.011 8 0.91 0.82 
HCP 522.4 0.000 5 0.91 0.87 
 

表 10  低 pH 病毒灭活收集液 CA 沉淀因子响应值 
Table 10  Factor response of CA precipitation in 
low pH virus inactivation pool 
Factor P value 

Yield SEC-HPLC HCP 
pH 0.137 1 0.025 9* 0.012 5* 
CA concentration 0.003 1* 0.004 7* 0.000 3* 
pH*CA concentration 0.065 2 0.015 7* N/A 
CA concentration  
*CA concentration 

N/A 0.108 8 0.007 8* 

pH* pH N/A 0.220 5 N/A 
*: Indicates that the factor is significant, N/A indicates that 
the model does not include this factor. 
 

 
 

图 3  低 pH 病毒灭活收集液 CA 沉淀预测刻画器图 
Figure 3  Prediction profiler of CA precipitation in 
low pH virus inactivation pool. Step yield, HCP level, 
and percent monomer in SEC were analyzed as a 
function of pH and CA concentration. The blue lines 
represent the confidence intervals of prediction 
profiles. 

综合考虑收率、HCP 残留和 SEC-HPLC 纯

度，优化低 pH 病毒灭活收集液 CA 沉淀参数，

得优化的设计空间如图 4 所示。在图示橙色矩

形区域内，pH 5.0±0.2 和(0.16±0.1)% CA 含量范

围内，收集液 SEC-HPLC 纯度≥96%，收集液

HCP 残留≤1 300 ng/mg，收率≥82%。对照组 SEC- 
HPLC 纯度为 95.4%，HCP 残留为 6 297.4 ng/mg。
与不加 CA 的对照组结果相比，在低 pH 病毒灭

活收集液进行 CA 沉淀，对 SEC-HPLC 纯度有

明显提升，HCP 残留显著降低。 
CA 与蛋白质特定位点的结合会诱导其高级

结构展开，蛋白质的整个表面变得疏水，诱导

蛋白质相互作用，最终导致沉淀[9,14]。在较低的

pH 值下， CA 主要以非电离形式存在 (CA 
pKa=4.89)，此时 CA的溶解度较低，CA的辛基

部分疏水性占主导地位，具有相对碱性 pI 的抗

体短时间内具有足够的电荷来抵消疏水性并保

留在溶液中，此时 CA 的溶解度低于沉淀单抗

蛋白所需的临界浓度。而酸性物质如 HCP 和

DNA，通常具有比抗体低的 pI 值，电荷较少，

没有足够的电荷来抵消疏水性，因此可以在较

低的 pH 值、较低的 CA 浓度下聚集沉淀[4,15]，

从而从抗体中除去。 
综合以上结果，细胞培养液的 CA 沉淀或

低 pH 病毒灭活收集液的 CA 沉淀，均能够有效

沉淀杂质。但是，由于细胞培养液未经纯化和

富集，体积更大，添加 CA 的用量远大于在低

pH 病毒灭活收集液中添加的用量。从未来商业

化生产原材料成本控制的角度考虑，在低 pH 病

毒灭活收集液中添加 CA 更有优势，因此本研

究选择在亲和层析后低 pH 病毒灭活收集液中添

加 CA 的方式进行中试生产研究。 
2.2  CA 处理去除聚体 

由于 mab-X 在进行 CA 沉淀前 SEC-HPLC
纯度已达到约 95%，聚体含量较低，不能真实

反映 CA 沉淀的聚体除去能力，为了考察 CA 沉 
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图 4  低 pH 病毒灭活收集液 CA 沉淀等高线图 
Figure 4  Contour plot of CA precipitation in low pH virus inactivation pool. Contour plot showing the 
operational range in terms of pH and CA concentration. The orange box indicates the current limits of the NOR 
used in manufacturing for routine processing. 
 
淀对聚体的去除能力，本研究进行了 3 个平行

的聚体去除挑战实验，结果如表 11 所示。

SEC-HPLC 检测结果见图 5、图 6。 

如表 11、图 5 和图 6 所示，聚体制备实验

大大提高了亲和层析洗脱液的聚体含量，

SEC-HPLC 纯度从约 95%降低至 79.1%。采用

CA 沉淀工艺后，将对照样品的 SEC-HPLC 纯

度由 79.1%提高至 94.2%−96.6%，优于已有的

报道[6-9]，表明优化后的 CA 沉淀具有优异的聚

体去除能力。 

在较低的 pH 值下，CA 溶解度较低，可溶

的 CA 浓度低于蛋白沉淀所需的临界浓度[14]，

但是随着反应的进行，展开的蛋白高级结构暴

露出更多结合 CA 的位置，抗体疏水性增强。

当抗体间的疏水作用力大于同种电荷的排斥

力，最终也会导致沉淀。蛋白聚体通常具有更

强的疏水性，推测这是 CA 沉淀可以在沉淀单

体之前优先沉淀聚体的原因。 

2.3  CA 处理灭活病毒 
单克隆抗体目前主要为 CHO 细胞生产，存在

病毒污染风险，根据现行法规和一般原则的要

求，通常在纯化工艺中增加低 pH 或有机溶剂/去
污剂(solvent/detergent, S/D)病毒灭活和膜过滤病毒

清除步骤，并进行病毒清除效果验证[16]。对脂包

膜病毒最有效的灭活方法是用去污剂或几种溶剂

和去污剂的组合来处理，在过去 30 年中，Triton 
X-100 是使用最广泛的去垢剂之一。最近，因为

Triton X-100 的一种降解产物具有类似激素的活

性，可能对野生动物产生影响，欧洲化学品管

理局将 Triton X-100 列入了授权清单，对其使用

进行限制。现在，制药行业因此受影响，面临

的挑战是找到一种替代 Triton X-100 的去垢剂，理 
 
表 11  聚体挑战实验结果 
Table 11  Test results of aggregates spike study 
Assay CK (without of CA 

precipitation) 
Run 1 Run 2 Run 3 

SEC-HPLC 79.1% 96.6% 95.3% 94.2% 

 
 
 

NOR 
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图 5  聚体挑战实验对照样品 SEC-HPLC 检测图谱 
Figure 5  CK sample SEC-HPLC chromatogram of aggregates spike study. 

 

 
 

图 6  聚体挑战实验 1 收集样品 SEC-HPLC 纯度检测图谱 
Figure 6  Experiment run 1 sample SEC-HPLC chromatogram of aggregates spike study. 
 

想的替代品除了对环境友好之外，首先需要满足

具有同等的病毒灭活能力[17]。CA 沉淀处理除了

可以降低 HCP 残留、减少聚体含量、提高

SEC-HPLC 纯度外，还具有灭活病毒的能力[6-9]。 
为了评估 CA 沉淀法灭活病毒的能力，进

行了 3 个批次样品的 CA 沉淀并检测对 X-MuLV
和 PRV 病毒的灭活结果，结果见表 12 和图 7。

表 12 显示，CA 处理对两种模式病毒的去除因

子均大于 6，批次间稳定，灭活去除因子差异

均小于 0.5。图 7 病毒灭活动力学曲线表明，在

15 min 的孵育后实现完全灭活，批次间无差

异，说明 CA 灭活病毒的效率高，灭活过程稳

健。X-MuLV 和 PRV 均是脂包膜病毒，亲脂性的

和非离子化形式的 CA 可以破坏病毒的脂质膜， 



 
ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  生物工程学报  Chin J Biotech 
 
 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

3768 

表 12  CA 处理病毒去除因子 
Table 12  CA treatment virus removal factor 
Model virus Lot 1 Lot 2 Lot 3 

X-MuLV >6.48±0.05 >6.46±0.02 >6.49±0.10 

PRV >7.00±0.23 >6.85±0.25 >7.10±0.18 

 

 
 

图 7  CA 处理病毒灭活动力学曲线 
Figure 7  Kinetic curve of CA treated virus 
inactivation. A: RRV log reduction value. B: 
X-MuLV log reduction value. 

 
因此 CA 具有显著的灭活脂包膜病毒效果[11-13]。 

本研究结果表明，CA 沉淀处理的病毒灭活

作用大于 4，是一个稳健而有效的病毒清除步

骤。CA 可生物分解，更加绿色环保，用量更

低，因此可以替代 Triton X-100，与常用的低

pH 灭活及除病毒过滤互补，为抗体产品提供额

外的安全阈值。 

2.4  中试放大 
为研究 CA 沉淀方法及小试参数是否具有

可放大性，即用于生产规模的可行性及效果，

本研究将 CA 沉淀法用于 500 L 细胞培养规模，

进行了放大生产。 
2.4.1  搅拌混合对 CA 沉淀的影响 

搅拌混合效果受搅拌器的结构和运行参

数、容器结构等各方面的影响，通过实验研究

可以得到不同形式搅拌器同等混合效果的运行

参数，以进行放大和缩小规模的研究[18]。由于

在大规模生产中，搅拌混合可能会影响 CA 沉

淀效果，因此，中试生产前首先研究了搅拌

转速和搅拌时间对 CA 沉淀的影响，以得到实

验室规模 CA 沉淀的搅拌参数，然后控制生产

规模与实验室规模的溶液混匀效果相同，通

过实验室规模的搅拌转速换算出中试生产规

模的搅拌转速。本实验搅拌转速选择 100、
260、400 r/min，在 100 r/min 时液体表面无明

显波动，260 r/min 时液体表面有微弱的波动，

400 r/min 时液体表面可见形状不定的小漩涡，

搅拌混合时间选择 90、360 min，结果见表 13
和表 14。 

表 13 结果表明，CA 沉淀搅拌转速对收率

和产品 SEC-HPLC 纯度无明显影响，对 HCP 的

残留影响显著，转速越大，HCP 残留越小，搅

拌转速提高 4 倍，HCP 残留降低 11 倍，因此应

选择混合效果良好的生产设备。表 14 结果表

明，CA 沉淀混合时间对收率和产品 SEC-HPLC

纯度无明显影响，对 HCP 去除有影响。为提高

产品质量同时兼顾生产效率，搅拌时间设置为

90–360 min，搅拌转速设置为 400 r/min。GE 公

司的 XDM 系列一次性搅拌混合器具有良好的

搅拌混合性，在 60 r/min 及以上可实现待处理

量的液体表面形状不定的小漩涡，认为与小试

400 r/min 是混合效果相同。本研究在 500 L 规

模的中试生产中采用了 200 L 的 XDM 一次性混

合器，设置搅拌时间 90 min，搅拌转速设置为

60 r/min。 
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表 13  搅拌转速对 CA 沉淀的影响结果 
Table 13  Effect of stirring speed on CA precipitation 
Stirring speed (r/min) Yield 

(%) 
SEC-HPLC 
(%) 

HCP 
(ng/mg) 

CK (without CA and 
mixing) 

N/A 95.7 6 320.7 

100 89.3 97.6 191.9 
260 88.0 97.7 107.8 
400 83.6 98.0 17.0 

 
表 14  搅拌时间对 CA 沉淀的影响结果 
Table 14  Effect of mixing time on CA precipitation 
Mixing time 
(min) 

Yield 
(%) 

SEC-HPLC (%) HCP 
(ng/mg) 

90 85.8 97.3 82.7 
360 85.5 97.8 12.9 
 
2.4.2  中试生产 

将优化的低 pH 病毒灭活收集液的 CA 沉淀

工艺条件在中试规模进行放大试验，并检测亲

和洗脱收集液SEC-HPLC纯度和HCP残留、CA
沉淀后深层过滤收集液的 SEC-HPLC 纯度、

HCP 残留、单抗收率。中试生产中，为了进一

步保障产品质量，CA 沉淀后加一步阳离子层析

精纯，并检测精纯后的收率、SEC-HPLC 纯度

和 HCP 残留，结果如表 15 所示。 
表 15 中试结果显示，亲和洗脱收集液的

SEC-HPLC纯度为94.9%，HCP残留为6 088.2 ng/mg，
经 CA 沉淀及深层过滤后，SEC-HPLC 纯度为

99.4%，HCP 残留降至 6.8 ng/mg，HCP 去除率

为 895 倍，优于已报道的 100–650 倍[4-7]，说明

优化后的 CA 沉淀能够显著提高单克隆抗体纯

度，降低 HCP 残留。参考药典三部 2020 版[19]

中康柏西普的质量要求，SEC-HPLC 纯度大于

98.0%，HCP 残留小于 30 ng/mg，CA 沉淀处理

后的产品纯度和 HCP 残留已经控制在单克隆抗

体质量要求范围内。为保障产品质量，CA 沉淀

后加一步阳离子精纯步骤作为冗余步骤，

SEC-HPLC 和 HCP 残留略有提高，抗体质量满

足要求。 

3  讨论与结论 
CA 沉淀的选择性主要取决于蛋白质的 pI、

CA 结合位点和位点多少的差异，不同抗体的最

佳 CA 沉淀条件和沉淀效果并不相同[4]。另外，

影响 CA 沉淀的工艺条件除了本研究所述 pH 和

CA 浓度外，温度、蛋白浓度、混合时间和缓冲

液成分等因素也会影响杂质的去除和目标蛋白

的收率；尤其是蛋白浓度增加，会使蛋白质相

互“拥挤”，蛋白质单体容易聚合[20]，可能会导

致目标蛋白收率降低。Brodsky 等 [8]的研究表

明，目标蛋白浓度在 4−22 mg/mL 范围内时，蛋

白浓度对 CA 沉淀收率和杂质去除无影响，pH
和 CA 浓度是关键影响因素，这可能是由于蛋

白浓度的变化引起了 CA 沉淀阈值的变化，蛋

白浓度的提高导致可结合在蛋白上的 CA 的相

对比例下降，产生了减少沉淀的负效应[14]，抵

消了蛋白浓度升高引起沉淀增加的正效应，因

此收率的差异不明显。在前人研究的基础上，

本研究主要探讨了 pH 和 CA 浓度的影响，以提

高这 2 个主要因子的功效。针对不同的 CA 沉淀

应用场景需要考虑不同的实验设计。 

 
表 15  中试规模检测结果 
Table 15  Test results of pilot scale 
Process step SEC-HPLC (%) HCP (ng/mg) Cumulative yield (%) 
Protein A chromatography eluate 94.9 6 088.2 N/A 
CA precipitation and deep filtration pool 99.4 6.8 79 
Cation exchange chromatography eluate 99.5 3.5 65 
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需要注意的是，CA 具有两亲性，当体系中

存在表面活性剂时，正辛酸可能会与表面活性

剂共同形成反胶束的结构[21-22]，此时包被在反

胶束内的蛋白质可能难以被沉淀，影响沉淀效

果，并且可能影响后续层析。Weng 等[23]在制备

抗人血小板抗原(HPA)-1a 的工艺中采用了 CA

沉淀-1% Triton X-100 病毒灭活-阳离子交换层

析的纯化方法，未发现对层析的影响，可能是

由于 CA 的浓度较低，未达到临界胶束浓度。

本研究中 CA 沉淀是在水相中进行，未添加表

面活性剂，无此类现象。 

本研究对 CA 沉淀小试应用研究和 500 L 规

模放大生产的结果表明，在亲和层析后低 pH 病

毒灭活收集液中进行 CA 沉淀可以在比较大的

参数范围内操作，并且处理体积较小、需要的

处理时间较短、使用最少的处理试剂。亲和层

析后 CA 沉淀能够实现大规模生产，重现小试

的研究结果。CA 沉淀后仅采用一步精纯法即

可，下游纯化工艺可以减少一个精纯步骤，使

得生产周期更短、收率更高、生产效率更高，

节省设备和人工等各种投入。CA 沉淀具有优异

的聚集体去除能力和显著的灭活脂包膜病毒的

效果，是一种潜在的 Triton X-100 替代品。另

外，CA 沉淀可以在现有的储液罐中进行生产，

减少了额外的资金投资。总之，CA 沉淀是一种

潜在的高通量低成本的层析替代工艺，该方法

在抗体制药工业中的应用具有提高生产效率及

降低成本的优势。 
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